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(54) Verfahren zur Herstellung von DNA 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Herstellung von DNA, das umfasst, daB man n ein- 
zelstranglge Basis-DNA-Oligonukleotlde bereitstellt, 
die unmittelbar aufeinanderfolgende Teiie der Nukleo- 
tidsequenz der herzustellenden DNA sind, wobel das 
zweite bis n-te Basis-DNA-OligonukleotId am 5'-Ende 
phosphoryliert ist und n wenlgstens 2 1st; wenigstens (n- 
1) einzelstrangige Schamier-DNA-Oligonukleotide be- 
reitstellt, die als LlgationsmatrizefCirdle Basis-DNA-Oli- 
gnukleotide fungleren kohnen; die Basis-DNA-Ollgonu- 
kleotide mit den Schamier-DNA-Ollgonukleotiden in 



Kontaktbringt; dasdaraus resultierende DNA-Hybrid el- 
ner Ligationsreaktion unterwirft; und schlieBlich das dar- 
aus hervorgehende Reaktionsprodukt einer Exonu- 
kleasereaktlon unterwirft, wobei der durch ligierte Ba- 
sis-DNA-Oligonukleotlde gebildete DNA-Strang des 
Reaklionsprodukts wenigstens zwei Cap-Strukluren 
umfaBt. Die Erfindung betrifft auch durch das Verfahren 
erhaltlicheDNA sowel ein Kit zur Durchfuhrung des Ver- 
fahrens: 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren auf dem Gebiet der Nuklelnsauresynthese. Derzeit gibt es zahlreiche 
Verfahren zur Synthese von einzelstrangiger bzw. doppelstrangiger DNA (vgl. Figur 1 A und 1B). 

5 [0002] Die einfachste Art einer Einzelstrangsynthese besteht im chemischen Aufbau einzelstrangiger DNA. Entspre- 
chend kann auch doppelstrangige DNA generiert werden, indem nach chemlsclier Synthese von Strang (+) bzw, Ge- 
genstrang (-) eine Hybridisierung beider Strange durchgefuhrt wird. Diese Techriik sl6f3t jedoch sehr schnell an ihre 
Grenzen. Mit den Standardverfahren der DNA-Synthese konnen selten Langen von uber 1 50 Basen aufgebaut werden. 
Hinzu komnnen Abbruclie und Verkiirzungen, diesich nur uber sehr aufwendlge Reinlgungsverfahren (Gelelektropho- 

10 rese) wirkungsvoll von dem Hauptprodukt abtrennen lassen. 

[0003] Die Vervollstandigung einzelstrangiger DM A zu einem Doppelstrang lasst sich auch auf enzymatischem Weg 
realisieren. Hierbei konnen beispielsweise AuBenprimer venwendet werden, die gezielt den Zwischenbereich in einer 
Polyriierase-Kettenreaktion (PGR) amplifizieren. Bet einer anderen Technik werden langere Oligonukleotide an Ihrem 
3' Ende mit Hairpinmustern ausgestattet, die sich selbstkonriplementar zusammenlagern und damit als "Inlramoleku- 

?5 larer Primer fur eine enzymatische Verlangerung dienen (Uhlmann, 1 987; slehe auch Figur 1 B, Nr. 8). 

[0004] Langere Oligonukleotide sind auch die Grundlage einer weiteren Technik, bei der Vollstandig Qberlappende 
Oligonukleotide, also ein Doppelstrang, mittejs spezlfischer Primer In einer PGR aufgetQIlt werden (CIccarelll, 1991; 
siehe auch Figur 1 B, Nr 9). 

[0005] Die Verwendung der bisher beschriebenen Techniken wird jedoch durch die Lange der eingesetzten Oligo- 

20 nukleotide eingeschrankt. Eine Erwelterung der Gensynthese auf groBere Genabschnitte kann durch den Aufbau von 
sogenannten Genkassetten erreteht werden (US 4 652 639, US 6 083 726; siehe auch Figur 1 A, Nr. 1 und 2). Solche 
Genkassetten bestehen aus kurzen, doppelstranglgen DNA Fragmenten, die entweder spezifische Uberhange von 3 
bis 7 Basen (sticky end) oder auch glatte Enden (blunt end) mit 5' Phosphatgruppen tragen konnen. Uberhange haben 
dabei den VorteiL dass durch eine definierte Auswahl solcher bei einer enzymatischen Ligation mehrere Fragmente 

25 gleichzeltig zu einem Gen kohribiniert werden konnen. Der Aufbau dieser Kassetten erfolgt wiederum uber Einzel- 
strangsynthese mit anschlieBender Hybridisierung von Strang {+) und Gegenstrang (-). Die 5' Phosphatgruppen wer- 
den vor Hybridisierung uber Nukleotidklnasen an das Oligonukleotid angehaingt. Durch die geringe Ligationseffizienz 
ist man bei der Verwendung einer solchen Strategie h^ufig auf eine Zwischenklonierung einzelner Genfragmente an- 
gewiesen (Fen-etti, 1986). Zudem bereitet bei einer solchen Technik der EInsatz von degenerierten Ollgonukleotiden, 

30 beispielsweise zum Aufbau von DNA Bibliotheken, groBe Schwierigkeiten. 

[0006] EInfacher sind Reaktlonen, die sequentielle Verlangerungstechniken auf PCR-Basis einsetzen (Ausubel. 
1994; Jayaraman, 1991; Chang. 1993; Dillon. 1990: Jayaraman. 1992; Ye, 1992). Hierzu gehort beispielsweise eine 
Synthesetechnik, die 1997 von Casimiro beschrieben wurde (Casimiro, 1997; siehe auch Figur 1B, Nr. 12). In dieser 
Technik wird sukzessive doppelstrangige DNA generiert, indem lange eihzelstrangige Oligonukleotide mit komplemen- 

35 taren Enden uber PGR amplifiziert werden und somit als Matrizen ("templates") fur verlangernde PCR-Reaktionen 
dienen konnen. Ein wesentltcher Nachteil einer solchen Strategie besteht in der Akkumulation von Mutationen durch 
die Venvehdung zu hoher Zyklenzahlen in der PGR. Bei der rekursiven Gensynthesestrategie (Dillon, 1990; Ausubel, 
1994; Traub, 2001 ; siehe auch Figur 1B, Nr. 10) werden die zu synthetislerenden Gene als zueinander versetzt Qber- 
lappende, Strang (+) und Gegenstrang {-) Oligonukleotide aufgebaut. In einer anschlleBenden PGR konnen die freien 

^0 3'-Enden solcher Oligonukleotide als Primer zur Synthese des komplementaren Strangabschnittes eingesetzt werden. 
Da sich nach jeder Verlangerung wieder neue Aniagerungsmogljchkeiten furflankierende Sequenzen ergeben, lassen 
sich so Zyklus-fur-Zyklus vollstandlge Gene synthetisleren. In einer etwas abgewandelteri Fonn, kommt diese Strategie 
auch bei einem anderen Verfahren zum Einsatz. Hier verzlchtet man auf die Venwendung besonders langer Oligonu- 
kleotide zur Verlangerung des Gens und arbeitel stattdessen mit kleiheren Ubergangsstucken, die die einzelnen Gen- 

45 fragmente miteinander verbinden. Diese Obergangsstucke fungieren gleichzeltig in der PGR als Primer, die den kom- 
plementaren Gegenstrang entsprechend aufbauen (Yayaraman, 1992; siehe auch Figur 1A, Nr. 11). Gienaiu wie bei 
Casimiro (Casimiro, 1997), besteht auch hier ein wesentlicher Nachteil in der Akkumulation von Mutationen durch die 
Venvenduhg zu hoher Zyklenzahlen In der PGR: Welterhin verhihdern die elnzeihen ddppelstrangigen Fragmente eine 
efflziehte Ampliflkation des Vollangenproduktes, da sie bedihgt durch Ihre Lang6 bei wesehtlich hoheren Temperaturen 

50 mit der Matrize hybridisieren als die PCR-AuBenprimer. 

[0007] In wiederum anderen Gensynthesestrategieh steht der Einsatz von Ligasen im Vordergrund (Sproat, 1985; 
Ferretti, 1986; Hostomsky, 1987; Wosnick, 1989; Climie, 1990; Opriah, 1991). Bel der TDL-Techriologie ("template 
directed ligation") werden Oligonukleotide mit 5'-Ph6sphatgruppen an einen bereits vorhandenen Einzelstrang hybri- 
disiert und anschlieBend enzymatisch zu Oligonukleotidpolymeren verkhupft (WO 0058517, US 6 110 668' siehe auch 

55 Figur 1 A, Nr. 3). Ein solcher Gegenstrang lasst sich entweder durch vorherige Exonukleasebehandlung eines entspre- 
chenden Wildtyptemplates oder aus einer asymmetrischen PGR zur Verfugung stellen. Diese Gensynthesestrategie 
ist jedoch auf die Erzeugung bzw. Reproduktioh von homologen Genen begrenzL Mit Hijfe derT4^DNA LIgase lassen 
sich auch Paare von Ollgonukleotiden mit Hllfe deutliish kurzerer Obergangsstufcke miteinander verknQpfen (US 5 1 58 
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877; siehe auch Figur 1 A, Nr. 5). Eine solche Ligation setzt auch hier eine Phosphatgruppe am 5'-Ende des stromab- 
warts (zum S'-Ende hin) gelegenen Oligonukleotides vorraus. Eine Varlante dieses Verfahrens geht von einer deutllch 
hoheren Anzahl einzelstrangiger Oligonukleotlde aus, die schlieBlich in einem gemeinsamen Ligationsschritt durch die 
T4-DNA Ligase mltelnander verknupft werden (Chen, 1990; Figur 1 A; Nr, 6). Eine solche Ligation ISsst sich entweder 

5 in eihem Schritt (all-in-one) Oder aber auch sequentiell durchfuhren. Ein Nachteil bei den Elnzelstrangtechnlken ist das 
Fehlen eines Gegenstranges zur entsprechenden Klonieirung in Velctoren. Chen et al. kbnnten jedoch zeigen, daB die 
direkte Klonierung von Einzelstrangen in zuvor geoffnete Vektoren durchaus mogtich ist. Die Verv^/endung von T4-DNA 
Lrgasen schranktzudem die Ligationsbedingungen auf Temperaturen urn 37°C ein. Dadurch konnen Sekundarstruk- 
turen, die bei langen, einzelstnangigen Oligonukleotiden haufig entstehen, die Ligation nachteilig beeinflussen. 

10 [0008] Andere Gensynthesestrategien kombinieren die Vortelle aus Ligase- bzw. Polymerasebasierenden Teilschrit- 
ten (Au, 1998; Chalmers, 2001 ; siehe auch Figur 1 A, Nr. 7), Die von Au etal. vorgestellte Synthesestrategie (Au, 1998) 
geht von zueinander komplementaren Oligonukleotiden aus (urn 40 Nukleotide), die zunachstmit Hilfe thermostabiler 
Ligasen (Pfu-DNA Ligase) in einer Ltgase-Kettenreaktion (LOR) zu doppelstrangigen Teilfragmenten konribiniert wer- 
den. Diese Fragmente werden anschlielBend isoliert und uber PGR neu miteinander kombiniert. 

15 [0009] Von diesen sich in Losung abspielenden Reaktionen weicheh Techniken ab, die den Aufbau von Genen auf 
fester Phase (z.B. auf Beads) als Grundlage haben (US6083726, W09517413; siehe auch Figur 1A, Nr. 4). Eine 
Verknupfung mit einer solchen Phase kann entweder uber die teiminale Modifikation von DNA mit hochaffinen Bin- 
dungsmolekulen (Biotin, Digoxigenin) oder nnrt funktionalen Gruppen (NH2, COOH, SH) errelcht werden. DIese Syn- 
theseslrategien haben den groBen Vorteil, dass Fragmente, die bei einer Ligation nicht eingebaut werden, bei den 

20 anschiielBenden Waschschritten entfernt werden konnen. Der sequentielie Aufbau gr63erer Gene kann, basierend auf 
einer solchen Festphasenstrategie, ehtwederchemisch (z.B. uber 6'lod- bzw. 3Thiophosphatmodifizlerte Oligonukleo- 
tide) Oder enzymatisch z.B. durch repetitiven Verdau mit Alw261 (US 6 083 726) erfolgen. Beim enzymatischen Aufbau 
wird die T4-DNA Ligase. zur blunt end bzw. sticky end Ligation der doppelstrangigen Genfragmente oder die T4-RNA-Li- 
gase zur Ligation der einzelstrangigen Oligonukleotide verwendet (WO 951 741 3). 

25 [0010] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es ein vorteilhaftes Verfahren zur Herstellung von DNA zur Ver- 
fiigung zu stellen. 

[0011] Uberraschenderweise wurde gefunden, daB durch eine Exonukleasereaktion nach Ligation an scharnierar- 
tigen Ubergangsstucken das gewCinschte Produkt oder Zwischenprodukt besonders angereichert und/oder selektiert 
werden kann. 

30 [0012] Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Herstellung von DNA. das eine matrlzenabhangige Ligation 
("template directed ligation") an Ubergangsstucken und eine nachfolgende Exonukleasereaktion umfa3t. 
[0013] Ein.erster Aspekt der Erfindung Ist ein Verfahren zur Herstellung von DNA, das umfasst, daB man 

a) n einzelstrangige Basis-DNAOIigonukleotide bereitstellt, die unmlttelbaraufeinanderfolgende Telle der Nukleo- 
35 tidsequenz der herzustellenden DNA sind, wobei 

i) das zweite bis n-te Basis-DNA-Ollgonukleotid am 5'-Ende phosphoryliert ist und 

ii) n wenigstens 2 ist; 

40 b) wenigstens (n-1) einzelstrangige Scharnier-DNA-Ollgonukleotide bereitstellt, wobei fur die Scharnier-DNA-Oii^ 

gonukleotide gilt, daB der 3'-temninale Bereich eines Scharnler-DNA-Oligonukleotids wenigstens tellwelse kom- 
plementarzum 3'terminalen Bereich eines Basis-DNA-Oligonukleotids ist, und der 5*-terminale Bereich desselben 
Scharnier-DNA-Oligonukleotids wenigstens teilweise komplementar zum S'-temninalen Bereich des unmittelbar 
darauftolgenden Basis-DNA-Oligonukleotids ist, so daB im Falle der Hybridisierung eines Scharnier-DNA-Oligonu- 

45 kleotids mit 2 unmineibar auteinanderfolgenden Basls-DNA-Oligonukleotiden ein im Bereich des Schar- 

nier-DNA-Ollgonukleotids doppelstrSngiges DNA-Hybrid entsteht; 

c) die Basis-DNA-Oligonukleotide mit den Scharnler-DNA-Ollgonukleotiden in Kohtakt brihgt; 

50 d) das aus Schritt c) resultierende DNA-Hybrid einer Ligationsreakti.on unterwirft; 

e) das Reaktionsproduktaus Schritt d) einer Exonukleasereaktion untenwirft, wobei der durch ligierte Basis-DNA-Oli- 
gonukleotide gebildete DN A-Strang des Reaktionsprodukts aus Schritt d) Wenigstens zwei Cap-Strukturen umfaBt. 

55 [0014] In einem ersten Schritt des Verfahrens werden n einzelstrangige Basis-DNA-Ollgonukleotide bereitstellt, die 
unmittelbar aufeinanderfolgende Telle der Nukleotidsequenz der herzustellenden DNA sind, wobei n wenigstens 2 Ist. 
Die Zahl n Ist vorzugsweise 3 bis 100, bevorzugter 5 bis 50. am bevorzugtesteh 7 bis 25. 

[0015] Der Ausdruck "Oligonukleotld" In dieser Anmeldung -bedeutet kelne besondere Einschrankung bezuglich der 
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Lange des Oligonukleotids. Die Basis-DNA-Oligonukleotide haben iiblicherweise eine Lange von 45 bis 1 000 Nukleo- 
tiden. bevorzugt von 50 bis 500, bevorzugter von 75 bis 300, am bevorzugtesten von 100 bis 150 Nukleotiden. Die 
BasiS'DNA-Oligonukleotide konnen auf verschledene Weisen hergestellt warden. Ubiich 1st es aber, zur Herstellung 
die Phosphoramidlt-Methode zur Synthese von Oligonukleotiden einzusetzen. Einzelheiten dieser Synthesemethode 

5 und zur Durchfuhrung geeignete Vorrichtungen sind dem Fachmann bekannt und konnen beispielswelse Beaucage, 
S.L. & Iyer, R.P. (1993) Tetrahedron, 49 (28), 6123-6194; Caruthers. M.H. et al. (1987) Methods in EnzymoL, 154^ 
287-313; Beaucage, S.L. & Caruthers. M.H. (1981) Tetrahedron Lett. 22 (20), 1859-1862 entnommen werden. 
[0016] Das "erste" Basis>DNA-0!igonuk(eotid ist das in der herzustellenden DNA am meisten 5' gelegene Ba- 
sis-DNA-Oligonul<leotld, bezogen auf den Strang, dessen Sequenz der Sequenz des Basis-DNA-Oligonukleotids ent- 

10 spricht. Die Sequenz des "zweiten" Basis-DNA-Oligonukleotids schlie(3t sich unmittelbar an das 3'-Ende des "ersten" 
Basis-DNA-Oligonukleotids an. Das "n-te" oder'letzte" Basis-DNA-Oltgonukleotid ist das in der herzustellenden DNA 
am meisten 3' gelegene Basis-DNA-OligonukleotId, bezogen auf den Strang, dessen Sequenz der Sequenz des Ba- 
sis-DNA'OIIgonukleotids entspricht. 

[001 7] Die Basis-DNA-Oligonukleotide mit Ausnahme des ersten Basis-DNA-Oligonukleotlds sind am 5'-Ende phos- 
15 phoryliert. Dies ist fur die spatere Ligation erforderllch. Die Phosphorylierung kann nach der Synthese der Oligonu- 
kleotlde in einer separaten Reaktion erfolgen. Bevorzugt ist es aber, die Phosphorylierung unmittelbar am Ende der 
Ollgonukleotidsynthese im DNA-Synthesizer durchzufOhren. Die Durchfuhrung dieser Methode ist dem Fachmann 
bekannt. 

[0018] In einem weileren Schritt des Verfahrens werden wenigslens (n-1) einzelstrangige Scharnier-DNA-Oligonu- 
20 kleotide bereitstellt. Die Scharnier-DNA-Oligonukleotide haben In der Regel eine Lange von 8 bis 300 Nukleotiden, 
bevorzugt von 10 bis 1 00, bevorzugter von 1 6 bis 70 Nukleotiden, am bevorzugtesten von 20 bis 40 Nukleotiden. Auch 
die Scharnier-DNA-Ollgonukleotlde werden vorzugsweise durch die Phosphoramidit-Methode hergestellt. 
[0019] Schamier-DNA-Oligonukleotide sind Oligonukleotide, die durch Hybridisierung mit 2 unmittelbar aufeinan- 
derfolgendenBasis-DNA-Oiigonukleotidenzu einem DNA-Hybridfuhren konnen, daseinen doppelstranglgen undzwei 
25 einzelstrangige Bereiche aufweist. Das Schamier-DNA-Oligonukleotid erfiillt damit die Funktion einer Ligationsmatrize, 
da es zwei unmittelbar aufeinanderfolgende Basis-DNA-Oligonukleotide raumlich zueinander fuhrt, so daB unter g©- 
eigneten Bedingungen eine Ligation erfolgen kann. Der 3'-terminaie Bereich eines Scharnier-DNA-Oligonukleotids ist 
also wenigstens teilweise komplementarzumS'-tenninalen Bereich eines bestimmten Basis^DNA-OIigonukleotids, und 
der 5'terminale Bereich desselben Scharnier-DNA-Oligonukieotids wenigstens teilweise komplementar zum 5'-tenni- 
30 nalen Bereich des unmittelbar darauffolgenden Basis-DNA-Oligonukleotlds. so daB im Falle der Hybridisierung eines 
Scharnier-DNA-Oligonukleotids mit 2 unmittelbar aufeinanderfolgenden Basis-DNA-Oligonukleotiden ein Im Bereich 
des Scharnier-Oligonukleotids doppelstrangiges DNA-Hybrld entsteht. 

[0020] Die Komplementaritat muB nicht 1 00% sein, sie muB aber ausreichen, urn eine Hybridisierung unter geelgeten 
Bedingungen zu gewahrleisten . Bevorzugt ist eine Identltsit von wenigstens 95 %. In einer besonderen Ausfiihrungs- 

35 form ist die Komplementaritat 1 00 %. 

[0021] Die Lange des mit einem bestimmten Basis-DNA-Oligonukleotid hybridisierenden Bereichs eines Schar- 
nier-DNA-Oligohukleotids hangt in erster Linie von der Gesamtlange des Schamier-DNA-Oligonukleotids ab. Ublicher- 
weise kann die S'-tenninale Halfte eines Scharnier-DNA-Oligonukleotids mit dem einen Basis-DNA-Oligonukleotide 
hybridisieren, die 3'-ten7iinaie Halfte des Scharnier-DNA-Oligonukleotids mit einem anderen. Es kann aber durchaus 

40 eine Abweichung von dieser halftigen Aufteilung gegeben sein. 

[0022] In einer besonderen Ausfuhrungsform sind die Scharnier-DNA-Oligonukleotide so modifiziert, daB sie am 3'- 
Ende nicht enzymatisch verlangert werden konnen, z. B. durch DNA-Polymerasen. 

[0023] In einem dritten Schritt des Verfahrens werden die Basis-DNA-Oligonukleotide mit den Scharnier-DNA-Ollgo- 
nukleotlden in Kontakt gebracht. Dies erfolgt unter solchen Bedingungen, daB Hybridisierungen zwischen dem oder 

45 den Scharnler-DNA-Oligonukleotid(en) und den Basis-DNA-Oligonukleotiden statttinden konnen. 

[0024] In einem welteren Schritt wird das aus dem vorhergehenden Schritt resultlerende DNA-Hybrld einer Ligati- 
onsreaktion untenworfen. Dieser Schritt kann auch im wesentlichen gleichzeilig mit dem dritten Schritt zusammen 
vorgenommen werden, d. h. die verschiedenen Oligonukleotide werden einfach zusammen mit den Ligationsreagen- 
zien gemischt und unter solchen Bedingungen inkubiert, daB eine Ligation statttinden kann, 

50 [0025] Es konnen verschiedene Enzyme mit Ligase-Aktivitat zur Ligation eingesetzt werden, beispielsweise 
T4-DNA-Ligase, die in einem Temperaturbereich von 16°C bis 37*^0 die hochste Aktivitat aufweist. Es hat sich aber 
als besonders vorteilhaft herausgestellt, eine thermostabile Ligase zu verwenden. Dadurch konnen selbst bei langen 
Basis-DNA-Oligonukleotiden (mit einer Lange>160Nukleotide) bei erhohterTemperaturnoch guteLigatlonsausbeuten 
erhalten werden. Bevorzugte Enzyme sind Tag DNA-Ligase und Pfu DNA-Ligase. 

55 [0026] Wesehtllchfurdas erfindungsgemaBe Verfahren ist, daB das Reaktlonsprodukt derLigationsreaktion in einem 
funften Schritt einer Exonukleasereaktion unterworfen wird. "Exonuklease" im Sinne dieser Anmeldung ist ein Enzym. 
das Nukleotide sequenziell von freien Enden eines linearen Nukleinsauresubstrats abspaltet. Im Gegensatz dazu spal- 
tet eine "Endonuklease" das Nukleinsauresubstrat an internen Stellen der Nukleotidsequenz. 
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[0027] Diese Reaktion kann sich unmittelbar an die Ligation anschiieBen, es ist aber auch denkbar, da3 zwischen 
Ligation und Exonuklease-Behandlung Zwischenschritte erfolgen. Das Reaktionsprodukt der Ligation kann nach der 
Ligation isoliert oder angereichert werden. beispielsweise durch Fallung der DNA. Es ist aber auch denkbar, daB das 
Reaktionsgemisch im wesentlichen unverandert der Exonuklease-Behandlung untenworfen wird. 

5 [0028] Zur Exonuklease-Behandlung werden Enzyme mit Exonuklease-Aktivitat eingesetzt. Moglich sind beispiels- 
weise ExonukieaseVn, allgemein Exonukleasen, bevorzugt Exonuklease VII, jedoch auch Exonukiease I, Exonuklease 
III und Exonuklease V als auch DNase I sowie Mischungen der soeben beschriebenen Hydroiasen. 
[0029] Der durch ligierte Basls-DNA-Oligonukleotide gebildete DNA-Strang des Reaktionsprodukts enthalt wenig- 
stens 2 Cap-Strukturen. EIne "Cap-Struktur* im Sinne dieser Annneldung Ist eine Struktur, die einem Ende einer linearen 

w Nuklelnsaure Reslstenz gegen eine Exonuklease verleiht. Dadurch ist die zu synlhetisierende gewunschte DNA-Se- 
quenz vor Nukleaseabbau geschutzt; Eine erste Cap-Struktur liegt im 5'-tenninalen. Bereich der zu synthetisierenden 
DNA-Sequenz, eine weltere Cap-Struktur liegt im 3'terminalen Bereich der zu synthetisierenden DNA-Sequenz. 
[0030] Die Cap-Struktur kann, muB aber nicht am unmittelbaren 5'-bzw. 3'-Ende des durch ligierte Basis-DNA-Oligo- 
nukleotide geblldeten DNA^Strangs des Reaktionsprodukts liegen. Die Erfindung umfaBt auch den FaU, daB ein oder 
zwel Enden dieses Stranges Nukfeotide aufweisen, die nicht gegen Exonuklese-Abbau geschutzt sind. Wesentllch Ist, 
daB die gewunschte DNA-Sequenz durch Cap-Strukturen geschutzt ist; Es ist also auch der Fall umfaBt, daB durch 
Basls-DNA-Ollgoukleotide an den Enden des entstehenden DNA-Strangs Nukleotide elngetuhrt werden, die nicht in 
der gewQnschten DNA-Sequenz enthalten sein mussen. Derartige Nukleotide mussen nicht gegen Nukleaseabbau 
geschutzt sein. 

20 [0031] Dem Fachmann sind verschiedene Cap-Strukturen bekannt. Beisplele dafur sind Thloatblnduhgen zwischen 
einzelnen Nukleotiden, 2'OMethyl-RNA, modlfizierte Basen, DNA-Sequenzen mit Schlelfenstruktur(eh) und/oder 
RNA-Sequenzen mit Schleifenstruktur(en). Basenmodifikationen, die Schutz gegen Exonuklease-Abbau verleihen, 
sind C-5 Propinyl bzw. C-5 IVIethyl mbdifizierte Basen, 2-Amino-2'-deoxy Adenin, N-4-Ethyl-2'-deoxy Cytidin, 2'-deoxy 
Inosiri, 2'-deoxy Uridin sowie die unnatOrlichen Basen Nebularin, Nitropyrrol und 5-Nitroindole. 

25 [0032] Es gibt auch weitere 3' und 5' Modiflkationen, die vor Nukleaseabbau schiitzen, wie primare, sekundare oder 
tertiare Amine, die ebenso wie Hydroxyl- und Thiol-Gmppen iiber aliphatische oder durch Sauerstoff "O- , Schwefel 
"S" bzw, Stickstoff "RR'R"N" modifiziertaliphatische Linker an terminalen Phosphatgruppen (3' bzw. 5' Phosphat) han- 
gen, verzweigte und unverzweigte Ethylenglykole, genauso wie Glycerin Derlvate. Eingesetzt warden kohnen auch 
endstandige Markierungen wie Biotin, Dinitrophenoi, und Digoxigenin sowie alle handetsubllchen Farbstoffie, die un- 

30 mittelbar als Phosphoramldite bzw. mittelbar als Aktlvester erhaltlich sind. 

[0033] In der Regel wird eine erste Cap-Struktur durch das erste Basis-DNA-Oligonukleotid eingefiihrt, eine weitere 
Cap-Struktur durch das n-te-Basis-DNA-Oligonukleotid. Theoretisch ware es auch denkbar, daB welter innen Negende 
Basis-DNA-Oligonukleotide eine Cap-Struktur umfassen, dies ist aber nicht bevorzugt, 

[0034] Das Reaktionsprodukt der Exonukleasebehandlung ist einzelstrangige DNA mit Cap-Strukturen an ihren En- 

35 den. GemaB einer besonderen Ausfuhrungsfonn der Erfindung kann diese einzelstrangige DNA durch PCR in dop- 
pelstranglge DNA iiberfuhrt und vermehrt werden. Dazu werden vorzugsweise Primer verwendet, deren Zieisequenzen 
im 5'-terminalen Bereich bzw. im 3'-temninalen Bereich der gewunschten DNA-Sequenz liegen. Die Zieisequenzen 
liegen ubiichenweise im Bereich des ersten bzw. letzten Basis-DNA-Oligonukleotids. Durch die Primer konnen auch 
Restriktiohsschnittstellen an den Endbereichen der doppelstrangigen DNA eingefuhrt werden, die Primer enthalten 

40 dann eine Erkennungssequenz fur eine oder mehrere Restrlktionsendonukleasen. Das so hergestellte doppelstrangige 
DNA-Produkt kann durch Restriktlonsenzyme entsprechend verdaut werden und beispielsweise In ein Plasmid Oder 
einen Vektor kloniert werden. Die DNA kann dann in eine Zelle eingefuhrt werden. Dadurch kann die so hergestellte 
DNA beispielsweise in Bakterien vermehrt werden. Derartige Techniken sind dem Fachmann bekannt. Die DNA kann 
auch in eukaryontische Zellen, z. B. Saugerzellen eingefuhrt werden, um gewunschte Polypeptide zu exprimieren. 

45 [0035] In einer besonderen Ausfuhrungsform enthalten ein oder mehrere Basls-DNA-Oligonukleotide und/oder 
Schamier-DNA-Ollgonukleotide randomlslerte Nukleotide. Dadurch kann DNA hergestellt werden, die an bestlmmten 
Stellen Variatlonen aufweist. Der Einbau solcher Variationen in eine Sequenz erfolgt bereits wahrend der Oligonukleo- 
tidsynthese. Durch Verwendung von DNA-Phosphoramiditmischungen, die anstatt der einzelnen Phosphoramldite 
samtliche Basen (dA, dC, dG und dT) in einem bestimmten Verhaltnis enthalten (N-Mischungen), gelangt man zu 

50 partiell oder vollstandig randomisierten Oiigonukleotiden. Diese Oligonukleotide konnen iiber das hier beschriebene 
Verfahren zu kompletten Genen vervollstandigt werden und liefern, eingebaut in die entsprech enden Vektoren, die 
gewunschten Protein- oder Peptidbibliotheken. Solche Bibliothekensind dIeGrundlage fiir die Suche nach bestimmten, 
neuen Eigenschaftsmustern. Bei Zumischung einer N-Mischung zu den einzelnen Monomeren (XN-Mischungen) be- 
steht daruber hinaus die Moglichkeit, den Grad der Randomisierung einzuschranken. Hierdurch wird gewahrleistet, 

55 daB die Variationsbreite innerhalb einer Protein- bzw. Peptidbibliothek im Verhaltnis zum Ausgangsgen klein bleibt. 
Diese Strategie verhindert, daB entstandene positive Mutationen durch Uberlagerung mit weiteren Mutatlonen in der 
Protein- oder Peptidbibliothek unterdruckt werden oder verlorengehen. 

[0036] Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist DNA, die durch das beschriebene Verfahren erhaltlich ist, insbesondere 
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sotche, die durch das Verfahren hergestellt wurde. Die Erfindung betrifft auBerdem ein ONA-Hybrid, das eineh DNA-Ein- 
zelstrang, einen Oder mehrere damit liybridisierende Scharnier-DNA-Oligonul<ieotide sowie wenigstens zwei Cap- 

Strukturen umfaBt. 

[0037] Die Erfindung betrifft auch ein Kit, das geeignet ist zur Durchfuhrung des Verfahrens. Das erfindungsgemaBe 
5 Kitenthalt ein erstes Basis-DNA-Oiigonukleotid, daseine Cap-StrukturumfaBt, ein weiteres Basis-DNA-Oligonukleotid, 

das erne Cap-Struktur umfaBt, ein Enzym mit Ligaseaktivitat und ein Enzym mit Exonukleaseaktivitat. Das Kit kann 

auBerdem Reagenzien enthalten, die zur Durchfuhrung eingesetzt werden konnen.z. B. konzentrierte Pufferlosung'en. 

[0038] Das Kit kann daruberhinaus Mittei zur Durchfuhrung einer PGR enthaiten. Derartige Mittel konnen Primer und 

eine thermostabile DNA-Polymerase sein. Die Primer enthalten vorzugsweise eine Oder mehrere Erkennungssequen- 
10 zen fur eine oder mehrere Restriktionsendonukleaseh. 

[0039] Das vorliegende Verfahren zur chemoenzymatischen Tolalsynthese von Genen (vgl. Figur 2) zeichnet sich 

durch zahlreiche Vorteile gegenuber herkommlichen Verfahren aus: 

[0040] Es eriaubt die totalsynthetische Konstruktion von Genen auf Basis besonders langer Basis-DNA-Oligonukleo- 
tlde (45-1 000 Basen). Eine Gegenstrangsynthese entfallt, was den Zeitaufwand und die Kosten zum Aufbau von Genen 

^5 Oder Gehklustern deutlich reduziert. Ihi Vergleich zu anderen Gensynthesestrategien komhnt man ohne die zeitauf- 
wendige Zwischenklonierung von Genfragmenten aus. Zudem eriaubt der Aufbau lediglich eines Stranges die Einfuh- 
rung von IVlutationen auf DNA-synthetlscher Ebene. Mutagen Is! erte oder randomlslerte Abschnitte konnen so an be- 
lieblger Stelle des Gens generiert und bei der Gegenstrangsynthese (PGR) vervollstandigt werden. Schwierigkeiten 
bei der Hybridisierung randomisierter Sequenzen entfallen hlerdurch. 

20 [0041] Eine Besonderheit des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht in der Venwendung von CaprStrukturen, ins- 
besondere von 5' und 3' Oberhangen, zur in vitro Selektion von Ligationsprodukten. Solche Gap-Strukturen bestehen 
aus 3* bzw. 5' Nukleaseresistenzen, die durch Polymerasen oder Enzyme mit Nukleaseaktivitat (5* -> 3' sowie 3' 5') 
nicht verkurzt werden konnen. Das nach der Ligation aufgebaute Vollangenprodukt ist an beiden Enden vor Nukiease- 
abbau geschiitzt, alle kiirzeren Zwischenprodukte oder eingesetzte Oligonukleotide, einschlieBlich der endstandlgen 

25 Oligonukleotide jedoch nicht. Dadurch wird das nach Nukleasebehandlung an beiden Enden geschutzte Vollangen- 
produkt im Reaktionsansatz selektiert bzw. stark angereichert. Die sich ubIichenAfeise anschlieBende PGR liefert das 
gewunschte doppelstrangige Genprodukt. 

[0042] Die Synthase- und Aufreinigungsprotokolle konnen so modifiziert werden, dass besonders lange Oligonu- 
kleotide in hoher Qualitat und Exaktheit erhalten werden konnen. Zudem eriaubt der Einsatz eines speziellen Phos- 
30 phorylierungsreagenzes die Abtrennurig ausschlieBlich terminal mbdilizierter Basis-DNA-Oligonukleotide, was die oli- 
gonukleotidspezifische Ligation (OSL) sehr effizient gestaltet. 

[0043] Bereits beim Aufbau der Oligonukleotide konnen Faktoren, wie beisplelsweise die Codon Usage auf den 
jeweiligen Wirt optimal angepasst werden, was die Expression heterologer Proteine teilweise erst ermoglicht. 
[0044] Der Zusammenbau des Zielgens oder -clusters erfoigt enzymatisch mit Hilfe von kurzen komplementaren ■ 
35 Oligonukleotiden (Scharniere), die als Ligationsmatritzen fungieren. Dadurch entfallt die Notwendigkeit eines komplet- 
ten Gegenstranges zurspezlfischen Ligation der Basls-DNA-Ollgonukleotide Eine unenvunschte Einflussnahme dieser 
Schamiere in der nachfolgenden PGR kann durch die Verwendung von 3'Phosphatgruppen, die sich enzymatisch nicht 
verlangem lassen, unterbunden werden. 

[0045] Fur die OSL konnen neben den ubiichen Ligasen wie z.B. die T4 DNA Ligase (IS'^C bis 37°C) auch ther- 
40 mostabile Ligasen wie z.B. Taq oder Pfu DNA Ligase (37°C-80°G) eingesetzt werden. Dadurch gelingt es haufig op- 
timale Ligationsbedingungen ausfindigzu machen. 

[0046] Die Totalsynthese von Zielgenen mit Hilfe des hier vorgestellten Verfahrens ermoglicht neue Mogllchkeiten 
belm Aufbau von Genbibliotheken: 

45 i) Beispielsweise konnen bestlmmte AminosSuren oder Sequenzabschnitte auf DNA-synthetischer Ebene voll- 

stahdig randomisiert und somit in das Gen eingebracht werden. 

ii) Andernfalls gelingt es mit Hilfe dieser Technologie auch "eingeschrankt-randomisierte" Sequenzen zu generle- 
ren, die beispielsweise lediglich hydrophobe Aminosauren zulassen, tm Gen zulassen (z.B. NTN). 

50 [0047] Figur 1 A und 18 zeigen schematisch die Prinzipien verschledener Verfahren zur Herstellung von DNA (siehe 
auch oben). 

[0048] Figur 2 zeigt schertiatisch eine bestimmte Ausfuhrungsfomn des erfindungsgemaBen Verfahrens. Es werden 
fiinf Basis-DNA-Oligonukleotide bereitgestellt, von denen das erste und f unfte jeweils eine Gap-Struktur enthalten. Die 
Basis-DNA-Oligonukleotide zwei bis funf sind 5'-terminal phosphoryliert. Als Ligationsmatrizen fungieren vier Schar- 
55 nier-DNA-Oligonukleotide, die unterhalb der Ubergangsstellen der Basis-DNA-Oligonukleotide gezelgt sind. Durch die 
Ligation werden die Basis-DNA-Oligonukleotide zu einem Einzelstrang verbunden, an den noch die Scharnier-DNA-Oli- 
gonukleotide hybridisiert sind. Diese werden aber durch die Exonuklease abgebaut, wahrend der tigierte Einzelstrang 
durch die Gap-Strukturen geschutzt Ist. Der Einzelstrang wird durch PGR in doppelstrangige DNA uberfuHrt. Mit der 
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PGR wurden Schnittstellen eingefiihrt, so cla3 ein Restriktionsverdau erfolgen kann. 

[0049] Figur 3 zeigt das in Beispiel 1 hergestellte Xylanasegen nach Ligation durch Taq-Ligase. Exonuklease-Be- 
handlung und PCR-Amplifikation. Links ist ein 100bp Marker (New England Biolabs) aufgetragen, rechts 10^1 des 
Amplifikationsansatzes auf einenn 2%igen Agarosegel in 1xTBE.- 
5 [0050] Figuren 4A und 4B zeigen die durch DNA-Sequenzierung ermlttelte Nukleotldsequenz der in Beispiel 1 her- 
gestellten DNA nach Klonierung in den Vektor pET23a. Die ennittelte Sequenz des Xylanasegens stimmt mlt der 
gewiinschten Sequenz uberein. 

[0051] Figur 5 zeigt die in Beispiel 2 hergestellte Chymotrypsinogen A-DMA nach Ligation durch Taq-Ligase, Exo- 
nuklease-Behandlung und PCR-Amplifikation. Links ist ein 100bp Marker (New England Biolabs) aufgetragen, rechts 
10 1 0til des Ampiifikationsansatzes auf einenri 1 .5%igen Agarosegel In 1xTBE. 

[0052] Figuren 6A und 6B zeigen die durch DNA-Sequenzlerung ermittette Nukleotldsequenz der in Beispiel 2 her- 
geslelllen DNA nach Klonierung in den Vektor pET23a. Die ermlttelte Sequenz des Gens ftir Chymotrypsinogen A 
stimmt mil der gewiinschten Sequenz uberein. 
[0053] Die nachfolgenden Beispiele eriautem die Erfindung naher. 

15 

Beispiel 1 : Synthase des Xylanase Gens aus A. kawachii 

Hersiellung 
20 1 . ODN-Synthese 

[0054] Die Synthase samtlicher Oligonukleotide (ODN) erfolgte nach der Phosphoramidit-Methode an einem Expe- 
dite 8909 Synthesizer (ehem. Perseptive Biosystems). Alle verwendeten Chemikaien wurden Ciber die Finna Proligo 
(Hamburg) bezogen. Die verwendeten Amidite wurden in trockenem Acetonitrll (Proligo) aufgenommen (alle Bausteine, 

25 einschliefBlich des Phosphorylierungsreagenzes, in einer Endkonzentratiori von 0.1 M) und vor Ihrenn EInsatz iiber 
aktiviertem Molekularsieb (Merck) getrocknet. Unri eine mogllchst efflziehte Synthese von besdhders langeh Oligonu- 
kleotWen zu ennogllchen, wurden alle Kupplungszeiten auf 3 Minuten verlangert. Ais Akllvatorfur die Kupplungsreak- 
tion diente Dicyanoimidazot (Proligo). Das verwendete CPG-Tragemnaterial wies dabei eine Porenweite von IOOOA 
(Lange <130bp, Proligo) bzw. O 2000A (Lange > 130bp, Glen Research) auf. Urn mogllchst vollstandig 5'-phosphory- 

30 lierte ODN's zu erhalten, wurde nach der DMTr-on Synthese das 5* Ende mit Hllfe von [3'(4,4'-Dimethoxytrityloxy)- 
2,2'-dicartoxyethyllpropyl-(-2-cyanoethyl)-(N,N*-diisopropyl)-phosphoramidlt (CPRII, Glen Research) umgesetzt Urn 
auch in diesem Fall eine entsprechend hohe Kupplungsausbeute zu erhalten, wurden die Kupplungszeiten fiir diese 
Verbindung auf 30 Minuten verlangert. Insgesamt wurden so fur die Xylanase 7 ODN's (Xy!1-Xyl7), darunter 6 5'- 
terminal phosphorylierte (Xyl2-Xyl7), mit einer durchschnittlichen Lange von 70-90b aufgebaut (Tabelle 1). Fur die 

35 Synthese der Scharnler-DNA-Oligonukleotide (Ubergangsstucke UXyl1 -6) wurden die Syntheseprotokolle nicht weiter 
modifizlert. 

2. Aufreinigung 

40 [0055] Nach der Synthese erfolgte die Entschiitzung der Basenschutzgruppen. Hierzu wurde das Tragerm ate rial 
(etwa 7mg CPG) in ein verschraubbares GefaB uberfuhrt und 24h bei 37°C mit einer Losung (500|xl) bestehend aus 
drei Tellen 32%igem. Ammoniak (Merck) und einem Tell abs. Ethanol (Fluka) behandelt. Nach ertolgter Abspaltungs- 
reaktlon laBt man den Ansatz auf Eis abkuhlen und versetzt die Mischung mit lOO^il einer 1 M Triethylammonlumacetat- 
Losung (TEAA). Die gesamte Probe wird anschlieBend durch Filtration vom Tragemiaterial betreit und uber RP-HPLC 
aufgereinigi (Saule: 4.6mm x 300mm gepackt mit POROS R2 (Perseptive Biosystems); Puffer A: lOOmM TEAA, 5% 
Acetonitril; Puffer B: Acetonltril; FluB: 4ml/min; Gradient: 40 Saulenvolumina von 0% bis 50% Puffer B). Die Hauptfrak- 
lionen wurden aufgefangen und unter Vakuum getrocknet. Nach Detrltylierung mit 80% Essigsaure (30 Minuten bei 
22'*C) wurde die Essigsaure unter Vakuum abgezogen und der verbliebene Ruckstand zur Abspaltung der Phosphat- 
schutzgruppe 15 Minuten mit 300^1 wassriger Ammoniaklosung (2 Teile dest. Wasser/konz. Ammoniak) behandelt. Da 

so das erste Basis-DNA-Ollgonukleotid Xyl1 keine terminale Modifikation (5' Phosphat) aufweist, entfiel die basische Be- 
handlung. AnschlieBend wurden diefertig entschutzten Oligonukleotide mit Ethanol gefallt, in dest. Wasser aufgenom- 
men und iiber denaturiende PAGE (15%) analysiert. Die Sichtbannachung der Oligonukleotide erfolgte durch Silber- 
farbung. Verkurzte Sequenzen konnten hierbei fur alle Oligonukleotide nicht nachgewiesen werden. 

55 3. Gensynthese (Uberblick) 

[0056] Die Gensynthese laBt sich in zwei Teilschritte unterteilen. Zunachst findet ein Ligationsschritt statt, bei dem 
die Basis-DNA-Ollgonukleotlde (Xyll -Xyl7. Tabeile 1 ) nach Hybridislerung an die kurzen Scharnier-DNA-Oligdnukleotl- 
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de (Ubergangsstucke UXyl1-UXyl6) mit Hilfe einer LIgase (2.B. Taq-Ugase, T4-DNA-Ligase oder E. co// Ligase) mit- 
einanderverknupft werden. DieserTellschritt wird hier atlgemein als oligonukleotidspezifische Ligation (OSL) bezeich- 
net. Nacli der OSL wird der gesamte Reaktionsansatz mit Exonuklease VII behandelt. Hierbei werden samtllche nicht- 
eingebauten Oligonukleotide, elnschlleBlich der Scharnier-DNA-Ollgonukleotide hydrolysiert. Ein kleinerTeil des Hy- 
5 drolyseansatzes wird anschlieBend in einer PGR mit zwei terrr^inal zu den ODN's Xyt1 und Xyl7 bindenden Primern 
(APXyn und APXyl7), einigesetzt. Diese Reaktion llefert speziflscli das Xylanase Gen und eimoglicht gleichzeitig durch 
die mit APXyll sowie APXyl7 elngefiihrten Linkersequenzen eine Klonierung in ein entsprechendes Plasmld. 

4. Ollgonukieotidspeziftsclie Ligation (OSL) 

10 

[00571 Fiir die TSL wurden je 2p,l der ODN's Xyl1-Xyl7 (lOjiM) sowIe 10p.l der Scharnier-DNA-Ollgonukleotide 

UXyl1-UXyI6 (10p,M) in einem Reaktionsgefa(3 zusammengegeben. AnschlieBend wurde dieser Ansatz mit 8.2^.1 
1 0xLigase Puffer (New England Blolabs) vermischt und mit 2\i\ (SOU) Taq-DN A Ligase (New England Bioiabs) versetzt. 
Die weitere Inkubation erfolgte bel 37^*0 fur 12-14h. 

75 

Tabelle 1. Oligonukleotide zum Aufbau des Xylanasegens. 



Name Sequenz (von 5Mn 3') Modifikation 



Xyl1 


ra*gVc*aaattgggaanixaiatgagtgctggtattaactacgtgcaaaactacaacggcaaccttgc^ 


Keina 


Xy12 


acdtmccatgtactgggaagatggagtgaQctccgacfflgtcgnggtctggoctggaccactggttcttcgaatgctatcagctada^ 


5* Phosphat 


Xyl3 


ccgaatacagtgcnctggctcctcncctacctcgctgtgtacgQCtgggttaactatcctcaggctgaatactacat^^ 


5* Phosphat 


Xyt4 


gaggatuuggtgattacaaccccigcaoctcggocacaagccttggtaccgigtactctgatggaagcacdac^ 


5* Phosphal 


XytS 


cgacactcgaactaacgaaccatcgatcacgggaacaagcacgncacgcagtacttctccg^ 


5' Phosphat 


Xyl6 


gaacggtgactgttgccaaccatncaacttctgggcccagcatgggttcgggaattccgacttcaatta 


5* Phosphal 


Xyl7 


tcaggtcatggcagtggaagcatggagcggcgccggcagcgccagtgtcacgatctMtdaaactcgagc^^ 


5' Phosphal 


OXyll 


gtacatggaaaalgitccggcadctcgtc 


Ketne 




aagcactgtattcggcagagtagctgatag 


Keina 


UXyt3 


atcaccgtaatcctcgacgatgtagtatic 


Keine 


QXyt4 


ttagttcgagtgtcggtgcagacttggtag 


Keine 


OXylS 


caacagicaccgrtccagatgtgcgcgigc 


Keine 


UXyf6 


actgccatgacctgataattgaagtcgcta 


Keine 


APXytl 


aangggaattccatatg 


Keine 


APXy(7 


aattaanccgctcgagt 


Keine 



* Phosphorthloatblndungen 



45 5. Exonukleasebehandlung 

[0058] Der gesamte Ligationsansatz wurde zunachst mit 50p.l 3M Natriumacetat (pH 5.2) und 500^1 abs. Ethanol 
auf Eis gefallt. Der Ruckstand wird nach der Fallung unter Vakuum getrocknet und in 50p,l dest. Wasser gelost. Zu 
diesem Ansatz wurden 50^.1 Exonuklease VII (20U, Phamnacia Biotech) in lOOmM Tris-HCl pH8.0. 400mM NaCI zu- 
50 gegeben und das Ganze 45 MInuten bei 37°G inkubiert. Der Nukleaseansatz wurde anschlieBend 1 x mit Phenol-Chlo- 
roform bzw. 2 X mit Chloroform ausgeschuttelt und der wassrige Oberstand in ein steriles Cap uberfiShrt. 

6. PCR 

55 [0059] Zur gezielten Amplifikation des so aufgebauten, einzelstrangigen Gens wurde 2p,l des Nukleaseansatzes mit 
je 10^11 der AuBenprimer APXyn (10^M) und APXyl7 (10^M), SfiJ dNTP-Mix (1 ,25mM/dNTP), 5\l\ 10x Polymerase 
Puffer (New England Biolabs) und 13p.l dest. Wasser versetzt, vemriischt und fur 5 MInuten auf 95'C erhitzt. Dahach 
wurde die Mischuhg auf Eis abgeschrecict, mit 2\i\ (4U) Vent Polymerase (New England Biolabs) versetzt und bei 40°C 
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(Aniagerung) in den Thermocycler (Hybaid) gestellt. Die anschlieBende Ampiifikation des Xylanasegens erfolgte unter 
folgenden Bedingungen: 



Tabelle 2: 



PCR-Bedingungen 


Schritt 


Temperatur 


Zeit 


Aniagerung 


40°C 


30sec 


Verlangerung 


72«C 


1min 


Denaturierung 


95«C 


30sec 


Zyklenzahl 35 



[0060] Nach Ablaut der PGR wurde der gesamte Reaktionsansatz mil 5x Probenpuffer versetzt und uber Gelelek- 
tropliorese (3% Agarose) aufgerelnigt (Figur 3). Die Isoiierung des Xylanase Gens erfolgte nach Elektroelution der 
aus dem Gel ausgeschnittenen Agarosebande (Sambrook et ai., 1989, Molecular Cloning-A Laboratory Manual). 

7. Klonierung 

[0061] Das nach Elutfon und Extraktlon (Sannbrook et a\„ 1989, Molecular Cloning-A Laboratory Manual) in TE Puffer 
(10mM Tris-HCI, 0.5mM EDTA pHS.O) aufgenommene Xylanase Gen wurde vollstandig mit den Restriktionsenzynnen 
Ndel (New England Biolabs) und Xhol (New England Biolabs) uber Nacht be! 37°G verdaut und uber Gelelektrophorese 
emeut isollert. Nach Elektroelution und Aufarbeitung des Fragmentes wurde dieses iiber Nacht bei 16^C in den ent- 
sprechend geoffneten pET23a Vektor (Novagen) einligiert. Zur Ligation wurden 200U T4 DNA Ligase eingesetzl. S\i\ 
des Ltgationsansatzes wurden anschlieBend in kompetente Zellen (DI-15ot) transfornriiert (Sambrook et al., 1989, Mo* 
lecuiar Cionlng-A Laboratory Manual). 

8, Sequenzlemng 

[0062] Die durchgefuhrte Sequenzierung nach Saenger bei einem willkurlich isolierten Klon, erbrachte die vollstan- 
dige Obereinstimmung mIt der entworfenen Sequenz (FIgur 4A und 4B). 

Beispiel 2: Synttiese des Gens fOr humanes Chymotrypsinogen A 

1 . ODN Synthese 

[0063] Die Synthese samtltcher Oligonukleotide (ODN) erfolgte nach der Phdsphoramidit-Methode an einem Expe- 
dite 8909. Alle verwendeten Chemikalien und Syntheseprctokolle entsprechen den Angaben aus Abschnitt 1 von Bei- 
spiel 1. Zum Aufbau der Chymotrypsinogen-DNA wurden Insgesamt 11 ODN's (Gh1-Gh11), damnter 10 5'-terminal 
phosphorylierte (Gh2-Ch11), mit einerdurchschnittiichen Lange von 90b aufgebaut (Tabelle 3). Auch in diesem Beispiel 
wurden die Syntheseprotokolle zur Synthese der kurzen Ubergangsstucke (UCh1-10) nicht welter modifizlert. 

2. Aufreinigung 

[0064] Nach der Synthese erfolgte die Entschutzung der Basenschutzgruppen. Hierzu wurde das Tragennaterial 
(etwa 7mg CPG) in ein verschraubbares GefaB uberfuhrt und 24h bei 37«C mit einer Losung (500^.1) bestehend aus 
drei Teilen 32%igem Ammoniak (Merck) und einem Teil abs. Ethanol (Fluka) behandelt. Nach erfolgter Abspaltungs- 
reaktion Ia3t man den Ansatz auf Els abkuhlen und versetzt die Mischung mit 1 00^1 einer 1 M Triethylammoniumacetat- 
losung (TEAA). Die gesamte Probe wird anschlieBend durch Filtration vom Tragermaterial befreit und iiber RP-HPLG 
aufgereinigt (Saule: 4.6mm x 300mm gepackt mit POROS R2 (Perseptive Biosystems); Puffer A: iOOmM TEAA, 5% 
Acetonitril; Puffer B: Acetonitril; FluB: 4ml/min; Gradient: 40 Saulenvolumina von 0% bis 50% Puffer B). Die Hauptfrak- 
tlonen wurden aufgefangen und unter Vakuum getrocknet. Nach Detritylierung mit 80%iger Esslgsaure (30 MInuten 
bei 22**C) wurde erneut bis zur Trockene einrotiert und zur Abspaltung der Phosphatschutzgruppe der Ruckstand 15 
Minuten mit 300^.1 wassriger Ammoniaklosung (2 Telle dest. Wasser/konz. Ammoniak) behandelt. AnschlieBend wurde 
das fertig entschutzte Oligonukleotid mit Ethanol gefallt, in dest. Wasser auf genommen und iiber denatijrierende PAGE 
analysiert. 
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3, Gensynthese 

[0065] Die hier durchgefuhrte Totalsynthese des Gens fur Chymostrypsinogen A laBt sich genau wie beim Xylanase- 
Gen in zwei Teilschritte unterteilen. Zunachst werden durch OSL die langen Basis-DNA-Oligonukleotide (Ch1-11, Ta- 
belle 3) nnitelnander verknupft . Nach der OSL wird der gesamte Reaktionsansatz mit Exonuklease VII behandelt. 
Hierbei werden samtliche nicht-erngebauten Oligonukleotide, einschfieBlich der Schamier-DNA-Oligonukleotide hy- 
drolysiert. Ein kleinerTell des Hydro iyseansatzes wird anschlteBend in einer PGR mit zwei tenminat zu den ODN's Ch1 
und Gh11 bindenden Primern (APGh1 und APCh11) eingesetzt. Diese Reaktion liefert auch hier spezifisch das Chy- 
motrypsinogen A-Gen, 



Tabelle 3 Oligonukleotide zum Aufbau des Gens fCir Chy motrypsinogen A. 



1$ 



Seqvenz (von 5' In 30 



Modifilcatloii 



20 



25 



Ctll 

CliS 

CM 

CM 

CtiS 

CM 

ChT 

ChS 

CM 

CtilO 

Cflll 



ovaro 



5*Fti06ph8t 

SPhosphat 
SFhoephst 



30 



35 



40 



OOll 
OCM 
OChS 
OOM 
OChS 
OCM 
0Ch7 
OCM 

dois 

OChIO 

#PCh1 
APChll 



G8O9aooBloa9caaa0ootOS8lgga9O0 
googgattQtoc^jcsgggacspctoooa 
OlOB9B0g1go9gaoooogoaotggoc«QO 



goqgooa fl glg tu yx a gcnDaqoaqgpt 
gg cai iac Bg i tg t Liuougu goggaagtaott 



ocgctcgagtioocaoccaogailEitc 



4. Oltgonukieotidspezifische Ligation (OSL) 



so 



[0066] Fur die TSL wurden je 0.8^1 der ODN's Ch1-Ch11 (10^M) sowie 4^.1 der Scharnier-DNA-Oligonukleotide 
UCh1 -UCh1 0 (1 0|xM) in einem ReaktionsgefaB zusamnnengegeben. Alternativ kann auch ein Mischungsverhaltnis von 
1:1 bis 1 :1 0 verwendet werden. AnschlieBend wurde dieser Ansatz mit 8.2p.l 1 0xLlgase-Puffer (New England Biolabs) 
vernnischt und mit 2|xl (8U)Taq-DNA Ligase (New England Biolabs) versetzt und auf 80^,1 mit dest. Wasser aufgefullt. 
Die weltere Inkubation erfoigte bei 37° C fur 12-14h. 



55 5. Exohukleasebehandluhg 



[0067] Entsprechend Beispiel 1 wurde der gesamte Ligationsansatz zunachst mit 50^.1 3M Natriumacetat (pH 5.2) 
und 500nl abs. Ethanol auf Eis gef allt, Der Ruckstand wird nach der Fallung unter Vakuum getrocknet und in SOp.! dest. 
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Wasser gelost. 2u diesem Ansatz wurden 50|.lI Exonuklease VII (20U) in lOOmM Trls-HCI pH8.0, 400mM NaCI 7.uge- 
geben und das Ganze 45Minuten bei 37°C inkubiert. Der Nukleaseansatz wurde anschlie3end mit Phenol-Chloroform 
bzw. Chloroform ausgeschuttelt und der wassrige Uberstand in ein steriles Cap uberfuhrt. 

5 6. PGR 

[0068] Zur Amplifikatlon des uber OSL zusammengebauten Gens wurde 2\i\ des Nukleaseansatzes mit je 10^1 der 
AuBenphmer APChI (lO^M) und APCh11 (lOjiM), 8^1 dNTP-Mix (1 .25mM/dNTP), 5^1 1 0xPolymerase-Puffer (New 
England Biolabs) und 13^1 dest. Wasser versetzt, vennischt und fur 5 Minuten auf 95''C ertiitzt. Danach wurde die 
^0 Mischung auf Eis abgeschreckt. mit (4U) Vent Polymerase (New England Biolabs) versetzt und bei 54''C (Anlage- 
rung) In den Cycler (Hybaid) gestelft. Die Ampliflkation des Chymotrypsinogeri-Gens erfolgte unter folgenden Bedlh- 
gungen: 



Tabelle 4: 



PCR-Bedingungen 


Schritt 


Temperatur 


Zeit 


Aniagerung 


54** C 


30sec 


Verldngerung 




1 .Snriin 


Denaturierung 


94° C 


SOsec 


Zyklenzahl 35 



[0069] Nach Ablaut der PGR wurde der gesamte Reaktionsansatz mit SxProbenputfer versetzt und iiber Gelelektrp- 
phorese (1 .5% Agarose) aufgereiriigt (Figur 5). Die Isollerung der Chymotrypsinogen-DNA erfoigte nach Elektroelution 
der aus dem Gel ausgeschnlttenen Agarosebahde (Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning-A Laboratory Manual). 

7. Klonierung 

[0070] Die nach Elution und Extraktion (Sambrook et al., 1 989, Molecular Cloning-A Laboratory Manual) in TE Puffer 
(10mM Tris-HCI, 0,5mM EDTA pH8.0) aufgenommene Chymotrypsinogen-DNA wurde vollstandig mit den Restrikti- 
onsenzymen Ndel (New England Biolabs) und Xhol (New England Biolabs) uber Nacht bei 37°C verdaut und uber 
Gelelektrophorese erneut isoliert. Nach Elektroelution und Aufarbeitung des Fragmentes konnte dieses uber Nacht 
bei IB'C In den entsprechend geoffneten pET23a Vektor (Novagen) elnllgiert werden. Zur Ligation wurden 200U T4 
DNA Ligase (New England Biolabs) eingesetzt. 1 0^1 des Ligaitionsansatzes wurden ahschlieBend In kompetente Zellen 
(PH5a) transfonmiert (Sambfooket al., 1989, Molecular Cloning-A Laboratory Mariual). 

8. Sequenzierung 

[0071] Die durchgefuhrte Sequenzierung nach Saenger bei eihem wiilkurltch isoiierten Klon erbrachte die vollstan^ 
dige Ubereinstimmung mit der entworfenen Sequenz (FIgur 6A und 6B). 

Zitierte Veroffehtlichuhgen 

[0072] 

Au, L.C. et al. (1998) Biochem. Biophys. Res. Commun., 248,200-203 

Ausubel, F.M. et al. (1994) Current protocols in molecular biology, Vol.1, Wiley 

Casimiro, D.R. et al. (1997) Structure. 5,1407-1412 

Chalmers, F.M. & Curnow, K.M. BioTechniques, 30,249-252 

Chang, H.H. (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun,, 190,242-249 

Chen, H.B. (1990) Nucleic Acids Res.. 18, 871-878 

Ciccarelli. R.B. et al. (1991) Nucl. Acids Res., 19,6007-6013 

Climie, S. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87,633-637 

Dillon, P.J. & Rosen, C.A. (1990) BioTechniques, 9,298-300 

FerrettI, L (1986) Proc. Natl. Acad. Sci.USA, 83,599-603 

Hostomsky, Z. etal. (1987) Nucl. Acids Res., 15.4849-4856 

Jayaraman, K, et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.USA, 88,4084-4088 



11 



BNSDOCIO; <EP^ 13276e2A1_L> 



EP 1 327 682 A1 



Jayaraman, K. & Puccini, CJ. (1992) BioTechniques, 12, 392-398 
Oprian. D.D. etal. (1991) 
Biochemistry, 30, 11367 -11372 

Spoat. B.S. et al. (1985) Nucl. Acids Res., 13,2959-2977 
5 Traub, P.C. et al. (2001 ) Appl. Microbiol. Biotechnol. (2001 ).55, 198-204 

Uhlmann, E. & Heln, F. (1987) NuclelcAcids Symp Ser, 18,237-240 
Wosnlck. M,A. (1 989) Gene, 76,1 53-1 60 
Ye, Q.Z. (1992) Biochem. Biopliys. Res. Commun., 186,143-149 

10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



12 

BNSDOCID: <EP 13276e2A1J^> 



EP 1 327 682 A1 



SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BioSpring Gesellschaft fiir Biotechnologie mbH 

<120> Verfahren zur Herstellung von DNA 

<130> 

<140> 
<141> 

<150> 
<151> 

<160> 42 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 96 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 1 

taggcaaatt gggaattcca tatgagtgct ggtattaact acgtgcaaaa ctacaacggc 

aaccttgctg atttcaccta tgacgagagt gccgga 

<210>2 
<211>94 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: DNA 
<400> 2 

acattttcca tgtactggga agatggagtg agctccgact ttgtcgttgg tctgggctgg 

accactggtt cttcgaatgc tatcagctac tctg 

<210> 3 
<211> 83 

<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 3 

ccgaatacag tgcttctggc tcctcttcct acctcgctgt gtacggctgg gttaactatc 

ctcaggctga atactacatc gtc 

<210> 4 
<211> 86 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz; DNA 
<400> 4 

gaggattacg gtgattacaa cccttgcagc tcggccacaa gccttggtac cgtgtactct 

gatggaagca cctaccaagt ctgcac 

<210> 5 
<211>86 
<212> DNA 

<213> kunsUiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 5 

cgacactcga actaacgaac catcgatcac gggaacaagc acgttcacgc agtacttctc 

cgttcgagag agcacgcgca catctg 

<210> 6 
<211>70 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 6 

gaacggtgac tgttgccaac catttcaact tctgggccca gcatgggttc gggaattccg 
acttcaatta 
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<210> 7 
<211> 81 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 7 

tcaggtcatg gcagtggaag catggagcgg cgccggcagc gccagtgtca cgatclcctc 

taaactcgag cggaattaat t ... 

<210> 8 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 8 

gtacatggaa aatgttccgg cactctcgtc 

<210> 9 

<211> 30 
<212> DNA 

<21 3> kunstlichiB Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 9 

aagcactgta ttcggcagag tagctgatag 

<210> 10 
<211>30 

<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: DNA 
<4O0> 10 

atcaccgtaa tcctcgacga tgtagtattc 
<210> 11 
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<211>30 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 11 

ttagttcgag tgtcggtgca gacttggtag 

<210> 12 
<211>30 

<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstiiclnen Sequenz: DNA 
<400> 12 

caacagtcac cgttccagat gtgcgcgtgc 

<210> 13 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> kQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 13 

actgccatga cctgataatt gaagtcgcta 

<210> 14 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreiburig der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 14 

aattgggaattccatatg 

<210> 15 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 15 

aattaattcc gctcgagt 

<210> 16 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 16 

atggctttcc tctggctcct ctcctgctgg gccctcctgg gtaccacctt cggctgcggg 

glccccgcca tccaccct 

<210> 17 
<211>75 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 17 

gtgctcagcg gcctgtcccg catcgtgaat ggggaggacg ccgtccccgg ctcctggccc 

tggcaggtgt ccctg 

<210> 18 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 18 

caggacaaaa ccggcttcca cttctgcggg ggctccctca tcagcgagga ctgggtggtc 
accgctgccc actgcggg 
<210> 19 
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<211> 72 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kDnstlichen Sequenz: DNA 
<400> 19 

gtccgcacct ccgacgtggt cgtagctggt gagtttgatc aaggctctga cgaggagaac 

atccaggtcc tg 

<210>20 
<211>75 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<22p> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 20 

aagatcgcca aggtcttcaa gaaccccaag ttcagcattc tgaccgtgaa caatgacatc 

accctgctga agctg 

<210>21 
<211>72 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

<22Q> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 21 

gccacacctg cccgcttctc ccagacagtg tccgccgtgt gcctgcccag cgccgacgac 
gacttccccg eg 

<210> 22 
<211>72 

<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 22 
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gggacactgt gtgccaccac aggctggggc aagaccaagt acaacgccaa caagacccct 

gacaagctgc ag 

<210> 23 
<211> 72 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 
<400> 23 

caggcagccc tgcccctcct gtccaatgcc gaatgcaaga agtcctgggg ccgccgcatc 

accgacgtga tg 

^210> 24 
<211>69 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 24 

atctgtgccg gggccagtgg cgtctcctcc tgcatgggcg actctggcgg tcccctggtc 

tgccaaaag 

<210>25 
<211>72 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223>. Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 25 

gatggagcct ggaccctggt gggcattgtg tcctggggca gcgacacctg ctccacctcc 

agccctggcg tg 

<210>26 
<211>54 
<212>DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 



5 



<400> 26 



tacgcccgtg tcaccaagct cataccttgg gtgcagaaga tcctggctgc caac 



54 



10 



<210> 27 
<211>30 
<212> DNA 



<213> kunstliche Sequenz 



75 



<220> . _ 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 



<400> 27 



20 



caggccgctg agcacagggt ggatggcggg 



30 



<210> 28 
<211> 30 
<212> DNA 

<2 1 3> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 



35 <210>29 
<211>30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

^0 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 

<400> 29 

gtcggaggtg cggaccccgc agtgggcagc 30 

<210> 30 
<211>30 
30 <212> DNA 

<2 1 3> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 

55 
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<400> 28 



gccggttttg tcctgcaggg acacctgcca 



30 



20 
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<400> 30 

gaccttggcg atcttcagga cctggatgtt 

<210> 31 
<211>30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 31 

gcgggcaggt gtggccagct tcagcagggt 

<210> 32 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 32 

ggcacacagt gtccccgcgg ggaagtcgtc 

<210> 33 
<211>30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 33 

gggcagggct gcctgctgca gcttgtcagg 

<210> 34 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 34 

ggccccggca cagatcatca cgtcggtgat 
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<210> 35 
<211>30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 35 

ggtccaggct ccatcctttt ggcagaccag 

<210>36" 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 36 

ggtgacacgg gcgtacacgc cagggctgga 

<210> 37 
<211>26 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: DNA 
<400> 37 

gggaattcca tatggctttc ctctgg 

<210> 38 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 38 

ccgctcgagt tggcagccag gatcttc 

<210> 39 
<211>643 
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<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 

5 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 

<400> 39 

tttccctcta gaaataattt tgtttaactt taagaaggag atatcatatg agtgctggta 60 

ttaactacgt gcaaaactac aacggcaacc Itgctgattt cacctatgac gagagtgccg 120 

gaacatlttc catgtactgg gaagatggag tgagctccga ctttgtcgtt ggtctgggct 1 80 

ggaccactgg ttcttcgaat gctatcagct actctgccga atacagtgct tctggctcct 240 

ctlcctacct cgctgtgtac ggclgggtta actatcctca ggctgaatac tacatcgtcg 300 

aggattacgg tgattacaac cctlgcagct cggccacaag ccttggtacc gtgtactctg 360 

atggaagcac ctaccaagtc tgcaccgaca ctcgaactaa cgaaccatcg atcacgggaa 420 

caagcacgtt cacgcagtac ttctccgttc gagagagcac gcgcacatct ggaacggtga 480 

ctgttgccaa ccatttcaac ttctgggccc agcatgggtt cgggaattcc gacttcaatt 540 

atcaggtcat ggcagtggaa gcatggagcg gcgccggcag cgccagtgtc acgalctcct 600 

ctaaactcga gcaccaccac caccaccact gagatccggc tgc 643 



75 



20 



25 



30 



<210> 40 

<211>643 
5^ <212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 



40 



50 



55 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 40 

aaagggagat ctttattaaa acaaattgaa attcttcctc latagtatac tcacgaccat 60 

aattgatgca cgttttgatg ttgccgttgg aacgactaaa gtggatactg ctctcacggc 120 

cttgtaaaag gtacatgacc cttctacctc actcgaggct gaaacagcaa ccagacccga 1 80 

cctggtgacc aagaagctta cgatagtcga tgagacggct tatgtcacga agaccgagga 240 

gaaggatgga gcgacacatg ccgacccaat tgataggagt ccgacttalg atgtagcagc 300 

tcctaatgcc actaatgttg ggaacglcga gccggtgttc ggaaccatgg cacatgagac 360 
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10 



IS 



20 



25 



45 



SO 



taccttcgtg gatggttcag acgtggctgt gagcttgatt gcttggtagc tagtgccctt 420 

gttcgtgcaa gtgcgtcatg aagaggcaag ctctctcglg cgcgtgtaga ccttgccact 480 

gacaacggtt ggtaaagttg aagacccggg tcgtacccaa gcccttaagg ctgaagttaa 540 

tagtccagta ccgtcacctt cgtacctcgc cgcggccgtc gcggtcacag tgctagagga 600 

gatttgagct cgtggtggtg gtggtggtga ctctaggccg acg 643 

<210>41 

<211>861 
<212> DNA' 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA 



<400> 41 

ttaactttaa gaaggagata tacatatggc tttcctctgg ctcctctcct gctgggccct 60 

cctgggtacc accttcggct gcggggtccc cgccatccac cctgtgctca gcggcctgtc 1 20 

ccgcatcgtg aatggggagg acgccgtccc cggctcctgg ccctggcagg tgtccctgca 180 

30 ggacaaaacc ggcttccact tctgcggggg ctccctcatc agcgaggact gggtggtcac 240 

cgctgcccac tgcggggtcc gcacctccga cgtggtcgta gctggtgagt ttgatcaagg 300 

ctctgacgag gagaacatcc aggtcctgaa gatcgecaag gtcttcaaga accccaagtt 360 

35 

cagcattctg accgtgaaca atgacatcac cctgctgaag ctggccacac ctgcccgctt 420 

ctcccagaca gtgtccgccg tgtgcctgcc cagcgccgac gacgacttcc ccgcggggac 480 

40 actgtgtgcc accacaggct ggggcaagac caagtacaac gccaacaaga cccctgacaa 540 

gctgcagcag gcagccctgc ccctcctgtc caatgccgaa tgcaagaagt cctggggccg 600 

ccgcatcacc gacgtgatga tctgtgccgg ggccagtggc glctcctccl gcatgggcga 660 

ctctggcggt cccctggtct gccaaaagga tggagcctgg accctggtgg gcattgtgtc 720 

ctggggcagc gacacctgct ccacctccag ccctggcgtg tacgcccgtg tcaccaagct 780 

cataccttgg gtgcagaaga tcctggclgc caacctcgag caccaccacc accaccactg 840 

agatccggct gctaacaaag c 861 

55 



24 



BNSDOCID: <EP 13276a2A1 J_> 



EP 1 327 682 A1 



<210> 42 
<211> 861 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz; DNA 
<400> 42 



aattgaaatt cttcctctat atgtataccg aaaggagacc gaggagagga cgacccggga 60 

ggacccatgg tggaagccga cgccccaggg gcggtaggtg ggacacgagl cgccggacag 120 

ggcgtagcac ttacccctcc tgcggcaggg gccgaggacc gggaccgtcc acagggacgt 1 80 

cctgttttgg ccgaaggtga agacgccccc gagggagtag tcgctcctga cccaccagtg 240 

gcgacggigtg acgccccagg cgtggaggct gcaccagcat cgaGcadca aaGtagttcc 300 

gagactgctc ctcttgtagg tccaggactt ctagcggttc cagaagttct tggggttcaa 360 

gtcgtaagac tggcacttgt tactgtagtg ggacgacttc gaccggtglg gacgggcgaa 420 

gagggtctgt cacaggcggc acacggacgg gtcgcggctg ctgctgaagg ggcgcccctg 480 

tgacacacgg tggtgtccga ccccgttctg gttcatgttg cggltgttct ggggactgtt 540 

cgacgtcgtc cgtcgggacg gggaggacag gttacggctt acgttcttca ggaccccggc 600 

ggcgtagtgg ctgcactact agacacggcc ccggtcaccg cagaggagga cgtacccgct 660 

gagaccgcca ggggaccaga cggttttcct acctcggacc tgggaccacc cgtaacacag 720 

gaccccgtcg clgtggacga ggtggaggtc gggaccgcac atgcgggcac agtggttcga 780 

gtatggaacc cacgtcttct aggaccgacg gttggagctc gtggtggtgg tggtggtgac 840 

tctaggccga cgattgtttc g 861 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von DNA, das umfasst, daf3 man 

a) n einzelstrangige Basis-DNA-Oligonukleotide bereitstellt, die unfnittelbar aufeinanderfolgende Teile der Nu- 
kleotidsequenz der herzustellenden DNA sind, wobei 

i) das zweite bis n-te Basis-DNAOtigonukleotid am 5'^Ende phosphoryllert ist und 

ii) n wentgstens 2 ist; 

b) wenigstens (n-1) einzelstrangige Schamier-DNA-Oligonukleotlde bereitstellt, wobei fur die Schar- 
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nier-DNA-Oligonukleotide gilt, daB der 3'-termlnaIe Bereich eines Scharnier-DNA-Oligonukleotids wenigstens 
teilweise komplementSr zum 3'tGrminalen Bereich eines Basis-DNA-Oligonukleotids ist, und der 5'-terminale 
Bereich desselben Scharnier-DNA-Oligonukleotids wenigstens teilweise komplementarzunnS'-terminalen Be- 
reich des unmittelbardarauffoigenden Basis-DNA-Oligonukleotids Ist, so da3 im Falle der Hybridisierung eines 
5 Scharnier-DNA-Oligonukleotids mit 2 unmittelbar aufeinanderfolgenden Basis-DNA-Ollgonukleotiden ein im 

Bereich des Scharnier-DNA-Oligonukleotids doppelstrangiges DNA-Hybrid entsteht; 

c) die Basfs-DNA-Ollgonukleotlde mit den Schamier-DNA-Oligonukleotiden in Kontakt bringt; 

^0 d) das aus Schritt c) resultierende DNA-Hybrid einer Ligationsreaktion unterwirft; 

e) das Reaktionsprodukt aus Schritt d) einer Exonukleasereaktion untenwirft, wobel der durch ligierte Ba- 
sis-DNA-Oligonukleotide gebildete DNA-Strang des Reaktionsprodukts aus Schritt d) wenigstens zwei Cap- 
Strukturen umfaf3!t. 

15 

2. Vert ahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet» daB das Reaktionsprodukt aus Schrln e) weiterhln einer 
PGR untenworfen wird. 

3. Vertahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB in der PGR ein erster Primer verwendet wird, 
20 dessen Zieisequenz im Bereich des ersten Basis-DNA-Oligonukleotids liegt, und ein zweiter Primer venwendet 

wird, dessen Zieisequenz im Bereich des n-ten Basis-DNA-Oligdinukleotids liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder3, dadurch gekennzeichnet, daB in der PGR Primer eingesetztwerden, die 
eine odermehrere Erkennungssequenzen fur eine oder mehrere Restriktlonsendonukleasen enthalten. 

25 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das doppelstrangige Reaktions- 
produkt der PGR weiterhiri einem Restriktiohsverdau untenworfen wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS die Ligationsreaktion 
30 mittels einer thermostabilen Ligase durchgefiihrt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Ligationsreaktion 
mittels einer Ligase durchgefiihrt wird, die ausgewahlt Ist aus der Gruppe bestehend aus T4-DNA-Ligase, Taq 
DNA-Llgase und Pfu DNA-Ligase. 

35 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exonukleasereak- 
tion mittels eines Enzyms durchgefuhrt wird, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Exonuklease VII, 
allgernein Exonukleasen, bevorzugt Exonuklease VII, jedoch auch Exonuklease I, Exonuklease ill und Exonuklea- 
se V als auch DNase i sowie Mischungen der soeben beschriebenen Hydrolasen. 

40 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Cap- Struktur aus- 
gewahlt ist aius der Gruppe bestehend aus Thioatbindungen zwischen einzelnen Nukleotiden, 2'OMethyl-RNA, 
modifizierten Basen, DNA-Sequenzen mit Schlelfenstruktur(en) und RNA-Sequenzen mit Schleifenstmktur(en). 

45 9. Verfahren nachelnem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das erste Basis-DNA-OII- 
gonukleotid eine Cap-Struktur umfaBt urid das n-te Basis-DNA-Oligonukleotid eine Gap-Struktur umfaBt. 

10. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Basis-DNA-=Oligo- 
nukleotide und/oder die Schamlei'-DNA-Oligonukleotide durch die Phosphoramidlt-Methode hergestellt werden. 

50 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere 
Basis^DNA-Oligonukleotide und/oder Schamier-DNA-Oligonukleotide randomisierte Nukleotide enthalten. 

12. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspniche, dadurch gekennzeichnet, daB die hergestellte DNA 
55 welterhin in eineh Vektor Oder ein Plasmid klohiert wird. 

13. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die hergestellte DNA 
Oder der hergestellte Vektor oder das hergestellte Plasmid in eine Zelle eingefCihrt wird. 
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14. DNA, ertialtlich nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13. 

15. DNA nach Anspruch 14, hergestellt nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 1 3. 

5 16. DNA-Hybrid umfassend einen Einzelstrang, einen Oder mehrere damrt hybridisierende Scharnier-DNA-Oligo- 

nuldeotide, eine Cap-Struktur im 5'-terminalen Bereich des Einzelstrangs und eine Cap-Slrul<tur im 3'-temiinalen 
Bereich des Einzelstrangs. 

17. Kit 2ur Hersteliung von DNA enthaltend ein erstes Basis- DNA-Ollgonul<leotid, das eine Cap-Struktur umfaBt, 
10 ein weiteres Basis-DNA-Oligonukleotid, das eine Cap-Struktur umfa3t, ein Enzym mit Ligaseaktivitat und ein En- 

zym nnit Exonukleaseaktivitat. 

18, Kit nach Anspruch 1 7, dadurch gekennzeichnet, daB es weiterhin Mittel zur DurchfOhrung einer PGR enthalt. 

'5 1 9. Kit nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB eine thennostabile DN A-Polymerase und Primer enthalt, 

die eine oder mehrere Erkennungssequenzen fur eine Oder mehrere Restriktionsendonukleasen enthalten. 
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Figur 4A 



FauNDI 

Xbal Eco32I MslI BsaAI 

tttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatcatatgagtgctggtattaactacgtgcaaa base pairs 
aaagggagatctttattaaaacaaattgaaattcttcctctatagtatactcacgaccataattgatgcacgttt 1 to 75 

ECORV 

Ndel 

Xylanase-Gen 

Esp1396l 
Asp700I ACCB7I 

actacaacggcaaccttgctgatttcacctatgacgagagtgccggaacattttccatgtactgggaagatggag base pairs 
tgatgttgccgttggaacgactaaagtggatactgctctcacggccttgtaaaaggtacatgacccttctacctc 76 to 150 

XmnI PflMI 
Van91I 

EC024I SstI AtsI Bsp119I 
AspHI FriOI Aspl Csp45l Mval269l 

Ecll36ll Banll Sful Bpu14I 

tgagctccgactttgtcgttggtctgggctggaccactggttcttcgaatgctatcagctactctgccgaataca base pairs 
actcgaggctgaaacagcaaccagacccgacctggtgaccaagaagcttacgatagtcgatgagacggcttatgt 151 to 225 
EcoICRI Sad Tthllll Lcpl BsmI 

Bbv12l Aiw21I BstBI BsaMI 

Psp124BI BsiHKAI NspV 

BSU36I 

Ksp632l Hindu Cvnl 

Bcgl BseRI Hpal EcoSlI 

gtgcttctggctcctcttcctacctcgctgtgtacggctgggttaactatcctcaggctgaatactacatcgtcg base pairs 
cacgaagaccgaggagaaggatggagcgacacatgccgacccaattgataggagtccgacttatgatgtagcagc 226 to 30O 

Eaimi04l Hindi Bse2ll 

Earl Aod 



ECOT14I AccBII 
Styl Asp718I 
Eael ECO130I BshNI 

aggattacggtgattacaacccttgcagctcggccacaagccttggtaccgtgtactctgatggaagcacctacc base pairs 
tcctaatgccactaatgttgggaacgtcgagccggtgttcggaaccatggcacatgagactaccttcgtggatgg 301 to 375 

Cfrl Erhl BanI Kpnl 

BSSTII ACC65I 
EC064I 

BspXI Clal 

BsplOei EC0255I 
Bsgl Banlll Acc113l 

aagtctgcaccgacactcgaactaacgaaccatcgatcacgggaacaagcacgttcacgcagtacttctccgttc base pairs 
ttcagacgtggctgtgagcttgattgcttggtagctagtgcccttgttcgtgcaagtgcgtcatgaagaggcaag 376 to 450 

BspDI BseCI Seal 

Bsa29I 

BscI B5U15I 
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Figur 4B 

Banll 

Alw2U Eco24I Apol 

AspHI Bspl20I Acsl 

gagagagcacgcgcacatctggaacggtgactgt tgccaaccatttcaacttctgggcccagcatgggttcggga base pairs 
ctctctcgtgcgcgtgtagaccttgccactgacaacggttggtaaagttgaagacccgggtcgtacccaagccct 451 to 525 

Bbvl 21 PspOMI EC OR I 

BsiHKAI FriOI 

Apal 

ACCB1I Hsp92I MroNI CfrlOI Kael 
KasI Hinll BstD102I Bseliai Haell 
MslI Eco64I Bbill Acyl BsrFI BstH2l 

attccgacttcaattatcaggtcatggcagtggaagcatggageggcgccggcagcgccagtgtcacgatctcct base pairs 
taaggctgaagttaatagtccagtaccgtcaccttcgtacctcgccgcggccgtcgcggtcacagtgctagagga 526 to 600 

BanI BsrBI Narl NgoMI Haell Bsp143II 
BshNI Mspl7I Ehel NgoAIV Bbel 
AccBSI BsaHI BssAI Bsp143II BstH2I 

Xhol PaeR7I 

Sfr274I_ BsiHKAI Mf II 

BseRI Eco88I Aiw21I BstYI 
ctaaactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgc base pairs 
gatttgagctcgtggtggtggtggtggtgactctaggccgacg 601 to 643 
Aval AspHI BstX2l 
Aina87l Bbvl 21 XhoII 
Bcol BSOBI 

-►I Ende Xylanase-GeQ im Anschluss (His)6-Tag 



Sequenz 1 Xylanasesequenzlening aus pETZSa 
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Figur 5 





SDO bp 
'40G bp 
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Figur 6A 

£C024I Asp7l8Z 
£coO109I Ban I KpnX 
FauNDI BseRI Bspl20I Eco64I 

ttaactttaagaaggagatatacatatggctttcctctggctcctctcctgctgggccctcctgggtaccacctt base pairs 
aattgaaattcttcctctatatgtataccgaaaggagaccgaggagaggacgacccgggaggacccatggtggaa 1 to 75 

Ndel PspOMI Banll AccBI I 

Drall Apal BshNI 
FriOI AccSSi 

Bspl7 20I BsaHI 
Drall Celll BsiHKAI Bbill AtsI 

PpuMI Drain Bbvl2I ^ Hinll Aspl 

cggctgcggggtccccgccatccaccctgtgctcagcggcctgtcccgcatcgtgaatggggaggacgccgtccc basd pairs 
gccgacgccccaggggcggtaggtgggacacgagtcgccggacagggcgtagcacttacccctcctgcggcaggg 76 to 150 
ECOO109I Bpu1 1 021 MspAlI Mspl7l 

PspSlI BlpI Aiw2U Hsp92l 

AspHI NspBII Acyl Tthini 

Sbfl CfrlOI 
BstSFI BsrFI Banll 

BspMi Sse8387I Eco24I 
cggctcctggccctggcaggtgtccctgcaggacaaaaccggcttccacttctgcgggggctccctcatcagcga base pairs 
gccgaggaccgggaccgtccacagggacgtcctgttttggccgaaggtgaagacgcccccgagggagtagtcgct 151 to 225 

Sfcl BssAI FriOI 

PstI -Bse116I 

ECO065I 

BstEII AtsI Ksp22I 

DrdI NspBII Tthi 1 1 1 Fbal 

ggactgggtggtcaccgctgcccactgcggggtccgcacctccgacgtggtcgtagctggtgagtttgatcaagg base pairs 
cctgacccaccagtggcgacgggtgacgccccaggcgtggaggctgcaccagcatcgaccactcaaactagttcc 226 to 300 

Eco91I MspAU Aspl Bell 

BstPI 

PspEI 

MwNI BssTI I 

Drall Erhl Bbsl BsaMI 

BseRI PpuMI Eco57I BpuAI BsmI 

ctctgacgaggagaacatccaggtcctgaagatcgccaaggtcttcaagaaccccaagttcagcattctgaccgt base pairs 
gagactgctcctcttgtaggtccaggacttctagcggttccagaagttcttggggttcaagtcgtaagactggca 301 to 375 
ECOO109I ECO130I Bbv16II Mval 2691 

PspSII Styl Bpil 

EC0T14I 

MluNI 

Cfrl AtsI 
ECO 57 1 BspMI Tthini 

gaacaatgacatcaccctgctgaagctggccacacctgcccgcttctcccagacagtgtccgccgtgtgcctgcc base pairs 
cttgttactgtagtgggacgacttcgaccggtgtggacgggcgaagagggtctgtcacaggcggcacacggacgg 376 to 450 

Eael Aspl 
MscI 
Ball 
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f^tgur 6B 

Kspl SacII 

BstH2I NspBII Esp1396I 

Bspl43II BstDSI Cfr42l Dralll AccB7I 

cagcgccgacgacgacttccccgcggggacactgtgtgccaccacaggctggggcaagaccaagtacaacgccaa base pairs- 
gtcgcggctgctgctgaaggggcgcccctgtgacacacggtggtgtccgaccccgttctggttcatgttgcggtt 451 to 525 
Haell Osal Sstll PflMI 

MspAlI Van91I 
Sfr303I 

PstI BsaMI 

Sfcl BsmI 
caagacccctgacaagctgcagcaggcagccctgcccctcctgtccaatgccgaatgcaagaagtcctggggccg base pairs 
gttctggggactgttcgacgtcgtccgtcgggacggggaggacaggttacggcttacgttcttcaggaccccggc 526 to 600 

BstSFI Mval269I 

BsaKI 

Bbill Esp3I 

MslI Hinll BsmBI 

ccgcatcaccgacgtgatgatctgtgccggggccagtggcgtctcctcctgcatgggcgactctggcggtcccct base pairs 
ggcgtagtggctgcactactagacacggccccggtcaccgcagaggaggacgtacccgctgagaccgccagggga 601 to 67 5 

Msp17I BseRI 

Hsp92I 

Acyl 

BstXI BspMI 
ggtctgccaaaaggatggagcctggaccctggtgggcattgtgtcctggggcagcgacacctgctccacctccag base pairs 
ccagacggttttcctacctcggacctgggaccacccgtaacacaggaccccgtcgctgtggacgaggtggaggtc 676 to 750 

EcoT14r XhoII Eco88I Bbvl2l 

Styl BstX2I Xhol PaeR7i 

Gsul ECO130I Bsgl Sfr2741 BsiHKAl 

ccctggcgtgtacgcccgtgtcaccaagctcataccttgggtgcagaagatcctggctgccaacctcgagcacca base pairs 
gggaccgcacatgcgggcacagtggttcgagtatggaacccacgtcttctaggaccgacggttggagctcgtggt 751 to 825 
Bpml Erhl BstYI Aina87I AspHI 

BssTII Mfll Bcol BsoBI 

Aval Alw21I 

Mfll 
BstYl 

ccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagc base pairs 
ggtggtggtggtgactctaggccgacgattgtttcg 826 to 861 

BstX2I 

XhoII 



Sequenz 2 Chyrriotrypsiiicgen A Sequenzierung aus pEt23a. 
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